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COMPOSITION ANTI-VTH, PROCEDE DE FABRICATION ET 

MEDICAMENT 

DESCRIPTION 

Domaine technique 

La presente invention se rapporte a une 
composition anti-VIH et a son procede de fabrication. 
Elle se rapporte egalement a 1' utilisation de ladite 
composition pour la fabrication d'un medicament anti- 
VIH. 

L 1 entree du virus de 1 ' immunodef icience humaine 
(VIH) dans la cellule est une etape essentielle du 
cycle infectieux viral. Ce processus se divise en deux 
phases correspondant a 1 ' interaction du virus a la 
surface cellulaire au niveau de recepteurs specif iques 
de 1'hSte, et a la penetration du materiel genetique du 
virus dans la cellule cible. 

Au cours des dix dernieres annees, les mecanismes 
d' adhesion du VIH a la surface cellulaire se sont 
considerablement clarifies. Les partenaires 

moleculaires impliques sont maintenant bien definis tel 
qu' expose dans les documents [1, 2] de la liste de 
ref6rence annexee. 

Du c6te du virus, les glycoproteines d'enveloppe 
gpl20 et gp41 constituent la "clef de voute" du 
complexe d' interaction virus/cellules. Dans un premier 
temps, gpl20 s'associe avec une proteine 
transmembranaire de la cellule h6te, CD4. Cette 
interaction provoque un changement conf ormationnel de 
gpl2 0 qui va exposer un epitope particulier, dit "CD4 
induit" (CD4i) . CD4i const itue un site de fixation pour 
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certains membres de la famille des recepteurs des 
chimiokines (principalement CXCR4 et CCR5) , qui vont 
jouer un r61e de co-recepteur de gpl20 & la surface 
cellulaire. Cette "deuxieme interaction gpl20/CCR5 ou 
gpl20/CXCR4 provoque alors une reorganisation du 
complexe proteigue gpl20/gp41. Cette reorganisation 
expose gp41 ce qui permet alors 1- initiation de la 
fusion des membranes cellulaires et virales, et 
1- entree du materiel genet ique viral dans la cellule. 

Ces travaux permettent de definir deux nouvell.es 
cibles therapeutiques : 1 ' inhibition de 1 ' interaction 
de la gpl20 avec CD4 et CCR5 ou CXCR4, et 1- inhibition 
de la fusion [3] . 



20 



15 Art anterieur 

Les references entre crochets .[] renvoient a la 

liste de references annexee. 

Dans le domaine -de 1' infection par le virus de 
1 ■ immunodef icience humaine (VIH) les tritherapies 
associant inhibiteurs nucleosidiques, non 

nucleosidiques et/ou antiproteases ( "HAART" pour 
"Highly Active Antiretroviral Treatment") ciblent la 
replication et la maturation du virus. 

Ces traitements permettent une reduction 
importante de la charge virale, mais ils ne permettent 
pas une eradication totale du virus dans 1-organisme. 
En effet, 1' arret de la prise de medicaments, meme 
apres plusieurs annees de traitement, se traduit 
invariablement par une remontee rapide de la viremie 
3 0 plasmatigue. Outre cet inconvenient, ces traitements 
presentent une toxicite importante et de nombreux 
ef f ets secondaires . 



25 
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Dans le cadre de la recherche de nouveaux 
traitements centre le SIDA, les processus d- adsorption 
du virus sur la cellule h6te constituent une cible 
therapeutique " particulierement attractive, du fait 
notamment que cette etape se deroule a 1'exterieur de 
la cellule. 

Des peptides se liant a gp41 et inhibant son 
activite de fusion ont ete developpes [4, S] . Les 
etudes cliniques en cours donnent des resultats 
positifs, indiquant que 1 > inhibition de la fusion, et 
done de 1' entree du virus correspond ef f ectivement a 
une cible therapeutique interessante . 

Concernant 1' attachemerit du virus, differentes 
etudes ont explore 1 • utilisation de CD4 soluble pour 
inhiber 1 ' interaction du virus avec le CD4 exprime a la 
surface des cellules cibles du VIH. Cette solution 
s'est revelee inefficace, parce qu'en se fixant aux 
virus,- le CD4 soluble - expose 1« epitope CD4i, et 
favorise en fait 1 ' interaction du virus au co-recepteur 
CCR5 ou CXCR4, ce qui dans certains cas augmente 

1 ' infection [6] . 

En plus de CD4, les co-recepteurs sont aussi des 
sites d'attachement du virus sur les cellules. Les 
ligands naturels de ces co-recepteurs sont des 
chimiokines, notamment RANTES et MIP pour CCR5, et SDF 
pour CXCR4. In vitro ou sur des cellules en culture, 
ces chimiokines inhibent 1 ' interaction du virus avec 
les cellules [7, 8], mais induisent aussi un certain 
nombre de reponses cellulaires les rendant difficile, a 
utiliser d'un point de vue therapeutique. Un certain 
nombre de composes tels que 1-AMD301 ou des peptides se 
liant aux co-r6cepteurs . ont aussi des effets anti- 
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viraux [9,10]. Cependant, en ciblant les co-recepteurs 
du VIH, ces differentes molecules bloquent egalement 
les fonctions intrinseques de la cellule liee a 
1 'utilisation de. ces co-recepteurs. 

Outre ces recepteurs cellulaires, le VIH est 
capable de se fixer a d'autres molecules presentes sur 
les cellules qu'il infecte, telles que DC-SIGN, les 
sphyngolipides ou encore les heparanes sulfates [11] . 

Les heparanes sulfates sont des polysaccharides 
complexes appartenant a la famille des 

glycosaminoglycanes (GAGs) . Us sont presents en 
abondance a la surface cellulaire et dans les matrices 
interstitielles, ou ils sont trouves ancres sur le 
domaine extracellulaire de glycoproteins 

particulieres, les heparanes sulfates proteoglycans 
(HSPG) . Decouverts il y a un demi-siecle a partir des 
preparations d'heparine (un autre type de GAG possedant 
des- proprietes tres voisines)-,- les HS se distinguent de 
toute autre macromolecule-^iolog-ique par -la-cliversite 
de leur structure et des fonctions qu'ils exercent . lis 
sont capables notamment de fixer la gpl20 du VIH, et le 
virus utilise cette propriety pour s • adsorber a la 
surface des cellules cibles. Le site d- interaction des 
heparanes sulfates sur la gpl20 est localise sur une 
structure variable, appelee boucle V3 [12]. Neanmoins, 
le r61e exact de ces polysaccharides au cours de 
1' infection par le VIH reste peu clair. Des etudes ont 
montre que 1 ' elimination des heparanes sulfates 
exprimes a la surface des cellules contribuait a rendre 
celles-ci moins permissives a 1' infection par le virus 
[11] demontrant 1 - importance de cette molecule pour 
1 • attachement et 1' entree du virus. 
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Sur la base de ces observations, differentes 
molecules polyanioniques de type heparine ont ete 
developpees pour inhiber 1 ' interaction du virus avec 
les cellules. Cependant, les premiers essais cliniques 
n-ont montre que peu ou pas d-activite de ces 
molecules, et des effets toxiques ont pu etre observes 
dans certains cas [13, 14] . 

II apparait done necessaire de mettre au point de 
nouveaux traitements contre le SIDA, moins 
contraignants, entrainant moins d' effets secondaires et 
permettant d'eviter les echappements , c'est a dire 
1' apparition de virus resistants, ne repondant plus aux 
traitements. 11 est en outre necessaire de trouver 
5 d'autres therapies contre le VIH dirig6es sur de 

nouvelles cibles. 

C'est dans ce contexte que les inventeurs ont 

. realise. -la -presente invention. 

0 Expose de 1' invention 

La presente invention a precisement pour but de 
pallier les inconvenients precites en fournissant une 
nouvelle composition utilisable en tant qu' agent anti- 
VIH. Cette composition est capable de bloquer 1' entree 
5 du virus du SIDA dans ses cellules hotes. A ce titre, 
elle est .utilisable pour la preparation d'un 
medicament, en particulier d'un medicament destine au 

traitement du sida. 

La composition de la presente invention est 
$0 caracterisee en ce qu'elle comprend un polyanion et une 
molecule capable d' induire 1' exposition de 1' epitope 
CD4i de la proteine virale gpl20. 
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Ainsi, conformement a la presente invention, les 
inventeurs ont reunis au sein d'une seule composition 
d'une part un polyanion, par exemple de type heparine 
ou heparane sulfate, et d' autre part une molecule 
capable d' induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la 
proteine virale gpl20, par exemple d'un peptide CD4 
soluble. lis ont montre que cette composition permet 
d'inhiber, de maniere inattendue, a la fois 
1 • interaction virus-heparanes sulfates de membranes 
cellulaires, en bloquant la boucle V3, et 1 ' interaction 
virus-co-recepteurs, en bloquant le site CD4i . Les 
inventeurs ont en effet montre qu'il existe en fait 
deux domaines ou sites d» interaction des polyanions de 
type heparine ou heparane sulfate sur la gpl20. Le 
premier est la boucle V3, le second est le domaine 
CD4i. Us ont montr6 (voir exemples ci-dessous) que 
1 -heparine, ou des fragments d'heparine de taille 
suf f i-sa-nte , ■ ■ en presence -d-' un -pept ide - CD4 , , interagit 
avec -le-:domaine CD4i de la proteine virale gpl20 et que 
cette combinaison inhibe fortement 1 ' interaction 
gpl20/anticorps 48d ou 17b. 48d ou 17b sont utilises 
comme mimes des corecepteurs . 

Ce blocage du VIH avec la composition de la 
presente invention est d' autant plus inattendu que 
I'homme du metier salt que la molecule CD4 utilisee 
seule, peut avoir 1' effet inverse de celui recherche 
car elle expose les domaines d' interaction avec les co- 
recepteurs, et peut done augmenter 1 ' inf ectivite par le 
virus . 

La composition de la presente invention vise done 
une nouvelle cible therapeutique au moyen d'heparine ou 
autres polyanions en presence du peptide CD4, a savoir 
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le blocage de 1 • interaction du VIH avec ses co- 
recepteurs. Cette solution est tres interessante du 
point de vue therapeutique pour inhiber 1 - attachement 
du virus sur les cellules car. elle cible le virus lui- 
5 meme et non les cellules. Elle est done au premier 
abord depourvue des effets cellulaires qui sont 
observes avec les produits de l'art anterieur lorsque 
ce sont les co-recepteurs qui sont cibles. En outre la 
toxicite de la composition de la presente invention 
10 pour un organisme est inferieure a la plupart des 
composes chimiques de l'art anterieur du fait de la 
nature de ses constituants . 

Selon 1' invention, le polyanion peut etre choisi 
avantageusement dans le groupe const itue de l'heparine, 
15 de l'heparane sulfate, et d'un polyanion equivalent a 
l'heparine ou a l'heparane sulfate. II s'agit par 
exemple du Dextran sulfate (marque de commerce, Ueno 
. fine . chem) ,. du Curdlan .-su-lf ate (marque de commerce) 
Aj. inomoto) , du Naphtalene-2 - sulfonate polymer - (marque 
2 0 de commerce, Procept) , du Pentosan polysulfate (marque 
de commerce, Baker norton pharm ; Hoechst) , ou du 
Resobene (marque de commerce) . 

La structure du disaccharide constitutif (element 
de base) de l'heparine et de l'heparane sulfate selon 
25 la presente invention est de formule (I) suivante : 
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6-O-SO3" 




CD 



/ 



3-O-SO3* 



\ 

N-S0 3 - 

2-6-S0 3 " 

II est preferable que le polyanion ne soit pas 
trop long, car il aurait une activite anticoagulante, 
non souhaitee dans la presente invention, et formerait 
des liaisons aspecifiques avec differentes proteines, 
notamment la thrombine ou 1 ' antithrombine III. Sa 
longueur sera de preference similaire a une chaine 
d'heparine ayant un degre de polymerisation tel que 
defini ci-dessous. Le polyanion pr6sente de preference 
au moins deux groupes anioniques par disaccharide . 
Selon la presente invention, lorsque le polyanion est 
de " 1'heparine ou de ' l'heparane sulfate, il aura de 
preference tin degre de polymerisation dp de 10 a 24, 
avantageusement de 12 a 24, de preference de 16 a 22. 
15 Selon 1' invention, 1'heparine, l'heparane sulfate ou le 
polyanion equivalent a 1'heparine ou l'heparane sulfate 
peut avoir un degre de polymerisation dp de 12 a 20, 

par exemple de 15 a 17. 

Selon 1' invention, le polyanion peut etre prepare 

20 par depolymerisation partielle d'heparine ou d'heparane 
sulfate par une methode enzymatique, par exemple au 
moyen d' heparinase, ou chimique, par exemple au moyen 
d'acide nitreux. Lorsqu' ils sont obtenus chimiquement , 
les heparanes peuvent etre definis par la presence de 

25 glucosamine N-sulfat6e ou N-acetylSe, ou non substituee 
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en position H, li<e a un acide uronique (acide 
glucuronique ou acide iduronique) avec une proportion 
variable de groupe sulfate. Des mimes structural de 
ces oligosaccharides peuvent etre obtenus par synthase 
chimique . 

Selon 1' invention, la molecule capable d' induire 
1» exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
gpl20 peut etre choisie parmi un peptide CD4 ou un 
derive de ce peptide, ou encore un anticorps monoclonal 
se fixant sur la proteine virale gpl20 et capable 
d'activer ladite proteine gpl20 de facon equivalente au 
peptide CD4 . 

Lorsqu'il s'agit d'un peptide CD4, il est de 
preference soluble pour les raisons evidentes de 
faciliter son interaction avec la proteine virale gpl20 
en milieu liquide, et de faciliter son • acces a sa 
cible. 

,Selon.-l' invention,, avantageusement , I.e. peptide 
CD4 .est- de- sequence .CO suivante : 

Cys ou TPA - P 1 - Cys - P 2 - Cys - P 3 - Cys - Ala 
ou Gin - Gly ou (D)Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn 
- Xaa J - Cys - Thr ou Ala - Cys- Xaa k - NH 2 

dans laquelle TPA represente 1' acide 
thiopropionique, Xaa J represente la (5-napthylalanine, 
la phenylalanine ou la bi -phenylalanine, Xaa> 
represente Gly, Val ou lieu, P 1 represente 3 a 6 acides 
amines, P 2 represente 2 a 4 acides amines et P 3 
represente 6 a 10 acides amines, les acides amines dans 
p\ P 2 et P 3 etant naturels ou non naturels, identiques 
ou diff brents et P 1 , P 2 et P 3 ayant ou non une sequence 
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commune, ledit peptide presentant une conformation en 
epingle a cheveux P dont le coude P est forme par les 
residus acides amines Ala ou Gin - Gly ou DAsp ou 
Ser-Ser ou His ou Asn- Xaa j de sa sequence (A) . En; 
5 effet, ces peptides montrent une tres grande af finite 
pour la proteine virale gpl20. 

Des exemples de tels peptides utilisables 
conformement a la presente invention sont les peptides 
de sequences IDn°l a IDn°18 de la liste de sequences 
10 annexee ou des peptides equivalents. 

Ces peptides peuvent etre prepares par les 
techniques classiques de synthese chimique en phase 
solide ou de recombinaison genetique. 

Lorsque la molecule capable d' induire 
15 1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
. gpl20 est un anticorps, il peut Stre choisi par exemple 
parmi ceux decrits dans le document Sullivan N, Sun Y, 
Binley J, Lee J, Barbas CF >3 r - d ,--Parren PWv Burton. "DR", 
Sodroski J, Determinants"' • of " human • immunodef iciency 
2 0 virus type 1 envelope glycoprotein activation by 
soluble CD4 and monoclonal antibodies. J Virol 1998 ; 
72(8) : pp. 6332-6338 . 

Selon un premier mode de realisation de la 
25 presente invention, le polyanion et la molecule capable 
d' induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine 
virale gpl20 sont melanges dans ladite composition. 
Cette composition conforme a la presente invention 
permet d'exposer le site d- interaction avec les co- 
30 recepteurs (site CD4i) et, de facon concomitante, de 
bloquer ce site par la partie oligosaccharidique 
constitute par le polyanion. 
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Suivant ce premier mode de realisation, le 
polyanion et la molecule capable d'induire 1' exposition 
de 1' epitope CD4i de la proteine virale gpl20 sont 
avantageusement melanges dans ladite composition en des 
5 proportions de 1 a 10 mole(s) de polyanion pour 0,5 a 
1,5 mole de molecule capable d'induire 1' exposition de 
1' epitope CD4i de la proteine virale gpl2 0. De 
preference de 5 moles de polyanion pour 1 mole de 
molecule capable d'induire 1' exposition de 1' epitope 
10 CD4i de la proteine virale gpl20. 

La presente invention se rapporte egalement a un 
procede de fabrication de la composition suivant ce 
premier mode de realisation de 1' invention, comprenant 
les Stapes suivantes : 
15 - preparation du polyanion, 

preparation de la molecule capable d'induire 
1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
gpl20., 

.- , melange du . polyanion et de la _ -molecule. 
20 capable d'induire l'exposition de 1' epitope CD4i de la 
proteine virale gpl20 prepares de maniere a obtenir 
ladite composition. 

Le melange sera de preference realise dans un 
tampon biologique pour pouvoir etre utilise pour 
25 fabriquer un medicament administrable . Le pH est de 
preference d' environ 7, et la solution contient par 
exemple 15g/l de NaCl . 

Selon un deuxieme mode de realisation de la 
30 presente invention, le polyanion et la molecule capable 
d'induire l'exposition de 1' epitope CD4i de la proteine 
. virale gpl2 0 sont lies entre eux dans ladite 
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composition. lis forment un hybride polyanion/moiecule 
capable d' induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la 
proteine virale gpl20. 

Par exemple, selon- 1' invention, le polyanion et 
la molecule capable d' induire 1' exposition de 1' epitope 
CD4i de la proteine virale gpl20 sont lies entre eux au 
niveau d'une des extremites du polyanion. 

Lorsque le polyanion utilise est de courte 
taille, par exemple avec un degre de polymerisation dp 
de 10 a 12, il peut §tre necessaire de lier le 
polyanion et la molecule capable d' induire 1' exposition 
de 1' epitope CD4i de la proteine virale gpl20 au moyen 
d'un bras espaceur, ceci afin de permettre a 1' hybride 
forme de se fixer sur 1' ensemble de ses cibles sur la 
5 proteine virale gpl20. Ce peut etre le cas aussi, 
lorsque la molecule capable d' induire 1' exposition de 
1' epitope CD4i de la proteine virale gpl20 est trop 
courte.- Le.bras. espaceur.. peut. etre tout polymere, de 
preference -soluble dans, les tampons aqueux,.. de longueur 
0 appropriee. On peut citer par exemple les polyosides ou 
polyglycols. Il peut s'agir par exemple du 
polyethyleneglycol : (CH 2 CH 2 0) n . Des preparations de 
bras espaceurs de ce type utilisables dans la presente 
invention ont ete decrites largement dans l'art 
>5 anterieur, par exemple dans les documents [18] et [19] 
(voir liste de references annexee) . 

La presente invention se rapporte egalement a un 
precede de fabrication de la composition selon le 
deuxieme mode de realisation de 1' invention, comprenant 

30 les etapes suivantes : 

preparation du polyanion, 
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preparation de la molecule capable d' induire 
1' exposition de l'epitope CD4i de la proteine virale 
gpl20 , 

- liaison du polyanion et de la molecule 
capable d' induire 1' exposition de l'epitope CD4i de la 
proteine virale gpl20 prepares de maniere a obtenir 
ladite composition. 

La liaison du polyanion avec la molecule capable 
d' induire 1' exposition de l'epitope CD4i peut etre 
formee par toutes les techniques connues de l'homme du 
metier, par exemple pour lier un polyanion et un 
peptide. Par exemple, les differentes methodes decrites 
dans les documents [15], [16] et [17] (voir liste de 
references annexee) pour coupler un oligosaccharides a 
un polypeptide sont utilisables dans la presente 
invention. 

Selon la presente invention, pour les 
raisqns . evoquees ci-dessus,- -d-1 - -est aussi possible 
d'utiliser tout type d ' agent -pontanfe, .-ou bras , espa-oeur,, 
se fixant d'une part sur une extremite de 
1> oligosaccharide et d- autre part sur une partie de CD4 
non essentielle a sa fonction. Le bras espaceur peut 
gtre un de ceux precites. Sa preparation peut etre 
realisee de la maniere decrite dans les documents [18] 
et [19] . 

La molecule hybride de la presente invention a un 
triple interet : elle se fixe a la proteine virale 
gpl20 sur le site d' interaction de CD4, sur la boucle 
V3, lorsque ces gpl20 sont issues de virus utilisant 
CXCR4 comme co-recepteur , et sur le domaine 
d' interaction avec les co-recepteurs (domaine CD4i) , 
comme schematise sur la figure 7 annexee. Elle permet 
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done de bloquer simultanement tous les domaines que la 
gpl20 utilise pour interagir avec ses recepteurs et co- 
recepteurs cellulaires. 

D/autres caracteristiques et avantages 

apparaitront a l'homme du metier a la lumiere des 
exemples ci-dessous, donnes a titre illustratif et non 
limitatif, en references aux figures et sequences 
annexe es . 

Breve description de la liste de sequences 

Les sequences IDn°l a IDn°18 de la liste de 
sequences annexee sont des exemples non limitatifs de 
molecules capables d' induire 1' exposition de 1'epitope 
CD4i de la proteine virale gpl20 au sens de la presente 
invention. Ces molecules sont des peptides issus du CD4 
humain (SeqIDn°l) , ou des peptides artificiels issus ou 
derives de peptides de venin de scorpion (SeqIDn°2 a 
18) . . 

BrSve description des figures 

- La figure 1 est un graphique representant la 
quantite de gpl20/CD4, en unites de resonance (RU) , 
fixee sur 1 • heparine en fonction du temps t (en 
secondes) pour differentes concentrations de CD4 (en 
nM) : courbes de bas en haut : 0 ; 50 ; 100 ; 250 ; 500 
fiM. 

- La figure 2 est un graphique representant la 
quantite de gpl20/CD4, en unites de resonance (RU) , 
fixee sur 1' heparine en fonction de la concentration de 
CD4 (en nM) . 

- La figure 3 est un graphique representant 
Involution de 1' interaction proteine virale 
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gpl20/anticorps 48d (reponse RU) en fonction du temps 
(en secondes) pour differentes concentrations en 

peptide CD4 (en nM) : courbes de bas en haut : 0 ; 
50 ; 100 ; 250- ; 500 nM. - 
5 - La figure 4 est un graphique repr6sentant 

1' inhibition de 1 ' interaction du complexe gpl20/CD4 
avec l'anticorps 48d (reponse RU) en fonction du temps 
(en secondes) par differentes concentrations d'heparine 
H (en nM) : courbes de haut en bas : 0 ; 3 ; 6 ; 12 ; 

10 30 jig/ml. 

- La figure 5 est un graphique representant 
1' inhibition la quantite de complexes de gpl20/CD4 
fixes sur 48d en fonction de la taille du fragment 
d'heparine en degre de polymerisation, de dp 0 a dp 18 

15 (courbes du haut en bas : dp 0; dp 2; dp 4; dp 6; dp 8; 
dp 10; dp 12; dp 14; dp 16; dp 18). 

- La figure 6 est un graphique representant la 
quantite --de- "complexes de gpl20/CD4 fixes sur 48d en 
fonction -de la taille du fragment d» heparine" a partir 

20 des doniiees representees sur la figure 5. 

La figure 7 est un dessin montrant 
schematiquement la proteine virale gpl20, et 
1' interaction d'une composition conforme au deuxieme 
mode de realisation de la presente invention avec la 
25 proteine virale gpl20. Sur cette figure, sCD4bs (« s » 
pour soluble, et « bs » pour « binding site ») = site 
de liaison a CD4 , V3 = boucle V3 , CD4ni = site de 
liaison au co-recepteur non-induit (« ni ») (non 
accessible), CD4i = site de liaison au co-recepteur 
30 induit par la liaison de CD4 a gpl20 (<c i » pour 
induit), CD4/H = molecule hybride peptide CD4/heparine 
ou heparane sulfate selon le deuxieme mode de 
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realisation de la presente invention, et H - heparine 

ou heparane sulfate. 

- Les figures 8 a) a h) sont des representations 
graphiques de 1 ' interaction de complexes de proteine 
5 virale g P 120 et gpl20/CD4 sur une biopuce de detection 
activee avec de 1'heparine, ft differentes 
concentrations de proteine virale gpl20 : 0 nM (a) ; 
0,62 nM (b) ; 1,25 nM (c) ; 2,5 nM (d) ; 5 nM (e) ; 10 
nM (f ) , 20 nM (g) et 40 nM (fa) , avec une preincubation 
10 (lignes continues) ou sans preincubation (lignes 
discontinues) avec 80 nM de CD4 soluble. 

- La figure 9 est une representation graphique de 
1' inhibition de 1 ' interaction gpl20/CD4 par de 
1'heparine et des oligosaccharides d'heparine (H) sur 
15 une biopuce de detection activee par mAbl7b. La 
proteine virale gpl20 (5 nM) a ete preincubee 
success ivement avec un peptide CD4 (10 nM) et avec des 
concentrations d'heparine ( [H] ) ■ a. 0,-nM - (cqurbe a) j-42,1 
nM (b). ; 4,2 nM (o) ; 8,3._nM- (d) *. .et.. 16,7.nM ,(e) , 
20 avant d'etre injectee sur la- surf ace mAbl7b. 

- La figure 10 est une representation graphique 
de 1' inhibition de 1 ' interaction gpl20/CD4 par de 
1'heparine et des oligosaccharides d'heparine (H) sur 
une biopuce de detection activee par mAbl7b. La 
25 proteine virale gp!20 (5 nM) a ete preincubee 
successivement avec un peptide CD4 (10 nM) et avec une 
concentration d'heparine de 40 nM, avec differents 
degres de polymerisation : dp 0 (courbe 1) ,- dp 2 
(courbe 2) ; dp 4 (courbe 3) ; dp 6 (courbe 4) ; dp 8 
30 (courbe 5) ; dp 10 (courbe 6) ; dp 12 (courbe 7) ; dp 
14 (courbe 8) ; dp 16 (courbe 9) ; dp 18 (courbe 10), 
avant d'etre injectee sur la surface mAbl7b. 
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- La figure 11 represente l'absorbance a 230 nm 
de differentes fractions (F) de 15 ml obtenues lors 
d'une synthese enzymatique d'heparine a des degres de 
polymerisation dp allant de 2 a 10 (le dp correspond au- 
chif fres indiques sur la courbe) . 

- La figure 12 est un graphique realise a partir 
des resultats experimentaux de l'exemple 10. Ce 
graphique montre les pourcentages d' interaction 
gpl20/CXCR4 en presence ou non d'heparine. 

EXEMPLES 

Dans les exemples suivants, les analyses 
d' interaction gpl20-heparine ont ete effectuees par 
resonance plasmonique de surface (systeme BIAcore 

(marque de commerce) ) . Cette technique qui permet 
d'effectuer des mesures d' interaction en temps ^reel, 
presente egalement l'avantage de proposer un modele 
proche de .-.la . real ite phys iologique , ou 1 ' heparine 

immobilisee, sur une biopuce de detection ( »sensorChd-p«'^. 
0 constitue une interface bidimensionnelle a 1 ' image de 

la surface cellulaire. 

Exemnle 1 : SYNTHESE D'UN PEPTIDE CD4 UTILISABL E POUR 
FABRIQUER LA COMPOSITION DE LA PRESENTE INVENTION 

5 Un peptide de la liste de sequences annexee est 

synthetise par synthese chimique en phase solide avec 
un synthetiseur automatique de peptides Applied 
Biosystems, mod. 433A, et en chimie Fmoc, qui utilise 
le groupement Fluorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) • pour 

0 la protection temporaire de la fonction a-aminique des 
acides amines. Les groupements protecteurs utilises 
pour prevenir les reactions secondaires des chaines 
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laterales des acides amines, dans cette strategie Fmoc, 
ont ete le tertio-butyle ether (tBu) pour les residus 
Ser, Thr et Tyr ; tertio-butyle ester (OtBu) pour Asp, 
Glu ; trityle- (Trt) pour Gin, Asn, Cys, His ; 
tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour Lys et 
2,2,5,7, 8-pentametylchromane-6-sulfonyle (Pmc) pour 

Arg. 

La reaction de • couplage se deroule avec un exces 
de 10 equivalents d' acides amines (1 mmol) par rapport 
a la resine (0,lmmol). L'acide amine protege est 
dissous dans 1 ml de N-methylpyrollidone (NMP) et 1 ml 
d'une solution de i-N-hydroxy-7-azabenzotriazole (HOAt) 
1M dans le solvant NMP. 1 ml d'une solution de 
N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 1M est alors 
ajoute. Apres 40 a 50 minutes d' activation, l'ester 
actif forme est transfere dans le reacteur qui contient 
la resine. Avant cette etape de transfert puis de 
couplage, ,-la^,resine est -deprot^e . de - son. groupement 
Fmoc par une - solution de 20. .-.%.-de - piperidine- " dans- le 
NMP. L' exces de piperidine est enleve par lavage a - la 
NMP apres 5 a 10 minutes environ. 

Apres synthese du peptide, le peptide -resine est 
traite a 5 reprises avec une solution de 2% d- hydrazine 
dans la DMF. Le couplage d'un bras de liaison est 
realise pendant une heure a temperature ambiante dans 
la DMF avec 10 equivalents d'acide Fmoc-8-amino-3 , 6- 
dioxaoctanoique utilisant le reactif HBTU en presence 
de diisopropylethylamine. Le groupement Fmoc est 
ensuite deprotege avec 20% de piperidine dans la DMF. 

Le peptide-resine est des lors traite avec 10 
Equivalents de reactif de Traut (hydrochlorure de 2- 
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iminothiolane (Sigma) en presence de DIEA. Le peptide 
est enfin libSr6 et deprotege comme decrit ci-dessous. 

Le clivage de la resine et des groupements 
protecteurs presents sur les chaxnes latSrales ont ete 
5 realisees simult anient par traitement du peptide li6 a 
la resine par de l'acide trif luoroacetique (TFA) . Avant 
d'effectuer le clivage, la resine a ete lavee plusieurs 
fois au dichloromethane (DCM) et enfin sechee. Le 
reactif utilis6 lors du clivage est un melange acide 
10 contenant 81,5 % de TFA et les piegeurs phenol (5 %) , 
thioanisole (5 %) , eau (5 %) , Sthanedithiol (2,5 %) et 
tri-isopropylsilane (1 %) . La resine a ete traitee avec 
ce melange, pendant trois heures sous agitation et a 
temperature ambiante, a raison de 100 ml de solution 
15 par gramme de resine. Le peptide libre en solution a 
ete recupere par filtration. Le peptide a ete ensuite 
precipitS et lave a froid dans 1' ether de diisopropyle 
puis - dissous dans de 1 • acide--- -ace tique a 20 % .et 
lyophilisee . 

- 20 Le -peptide recuper^ apres -lyophilisation, le brut 

de synthese, se trouve sous forme rSduite, c'est-a-dire 
que les ponts disulfure intrachaines ne sont pas 
formes. La formation de ces liaisons covalentes a ete 
rSalisee en utilisant le couple redox 

25 cystamine/cysteamine. Le brut de synthese a ete repris 
dans l'oau ajoutee de TFA 0,1 % (v/v) et de chlorure de 
guanidinium 6M pour faciliter sa dissolution, ft raison 
de 2,0 mg.ml" 1 . Cette solution a ensuite M ajoutee au 
goutte-a-goutte, dilute a 0,2 mg/ml" 1 , au tampon de 
30 reduction, compose de Tris/HCl lOOmM, P H 7,8, et de 
cysteamine 5 mM. La cystamine (oxydant) 0,5 mM en 
final, a ete ajoutSe apres 45 minutes de reaction a 
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temperature ambiante. Le milieu est amene a pH 3,0 

apres 30 minutes. 

La cysteamine permet de reduire les groupements 
thiols presents sur le peptide. A l'air libre,..elle 
5 s'oxyde et permet l'oxydation de cysteines et done le 
repliement du peptide par formation de ponts disulfure 
intrachaines . La cystamine ajoutee en fin de 
manipulation permet de parfaire le repliement. Le bon 
deroulement de l'oxydation est verifie par 
10 chromatographie analytique en comparant les temps de 
retention des produits brut et oxyde, plus important s 

pour le premier. 

Les peptides ont ete purifies par chromatographie 
liquide haute performance en phase inverse sur une 

15 colonne preparative Vydac C18 (1, 0 x 25, 0 cm) . On a 
utilise un gradient lineaire 0-60. % d' acetonitrile dans 
une solution aqueuse d' acide trif luoroacetique a 0,1 % 
pendant 9.0. minutes.. Les fractions du pic majeur ont.-e.te- 
, analysees. . par .HPLC. ^.analytique; les fractions -ne 

20 presentant qu'un seul pic- ont- ete rassembl6es - et 
lyophilisees . 

Les produits ainsi obtenus ont ete analyses par 
spectrometrie de masse. 11 s'agit des peptides de la 
liste de sequence annexee. 

25 
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KXEMPLE 2 : SYNTHESE DjUN POLYANION DE TYPE HEP ARINS OU 
HEPARANS SULFATE UT I L I SA BLE POUR LA COMPOSITION DE LA 
PRESENTE INVENTION 
A) Synthese enzvroaticrue . 

Une molecule d'heparine ou d'heparane sulfate 
ayant un degre de polymerisation dp defini est 
synthetisee. 

6 g d'heparine sont solubilisees dans un tampon 
contenant 5 mM de tris, 2 mM de CaCl 2 , 50 tnM de NaCl et 
0,lmg/ml d'albumine. Le pH est a juste a 7,5 avec de 
l'acide acetique. Cette solution est incubee a 25°C 
avec de l'heparinase I (8 mU/ml) pendant environ 50 h 
(la reaction enzymatigue est suivi par 1 • augmentation 
de la densite optique, mesuree a 232 nm) . 

Le melange est ensuite purifie - par 
chromatographie de filtration sur gel. La phase solide 
est du Biogel -P-1.0, .contenue. dans ,une- colonne : .de 1,50 m 
et 4,4 cm_de. diame.tre,-. -elu#e ,.a,. l-ml7mi.n. avec. ,:du Nad 
0,25 M. 

La figure 11 represente l'absorbance a 230 nm des 
differentes fractions de 15 ml obtenues pour des degres 
de polymerisation dp allant de 2 a 10 . 

Les differents oligosaccharides (dp2 , dp4, 
etc.) sont dialyses centre de 1 • eau puis lyophilises. 

B) Synthese par deoolvmerisat ion chimioue a partir de 

produit naturel 

Lorsque le materiel de depart est de 1'heparine, 
on procede de la fagon suivante : 1 g d'heparine est 
solubilise dans 20 ml de sodium nitrite (NaNO_) a 
2,lmg/ml. La solution est ajustee a pH 1,5 avec de 
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l'acide sulfurique, puis incubee a 4°C pendant 3h. La 
reaction est arretee, et les oligosaccharides sont 
purifies comme ci-dessus dans le paragraphe A) . 

Lorsque le materiel de depart est de l'heparane 
5 sulfate, on procede de la fagon suivante : 8 g 
d'heparane sulfate sont solubilises dans 40 ml 
contenant 5 mM de tris, 2 mM de CaCl 2 , 50 mM de NaCl et 
0,1 mg/ml d'albumine. Le pH est a juste a 7,5 avec de 
l'acide acetique. Cette solution est incubee a 30°C, 
10 avec de l'heparinase III (25 mU/ml) pendant environ 
72h. De heparinase III est ajoutee a nouveau, pour une 
periode de 48h, puis les produits sont purifies comme 
decrit ci-dessus dans le paragraphe A) . 

15 EXEMPLE 3 : SYNTHESE D'UNE COMPOSITION DE LA PRESENTE 
INVENTION ; MELANGE D'UN PEPTIDE CD 4 AVEC UN POLYANION 

Dans cet exemple, un peptide CD4 de l'exemple 1 
est melange: avec un heparane sulfate prepare - dans- 
. 1 ' exemple 2 . 

20 Ces deux molecules sont mi-ses en solution a une 

concentration deux fois superieure a la concentration 
finale desiree. Ces mises en solutions sont effectuees 
dans un tampon physiologique . Par exemple PBS, TBS 
(Tris 50mM, NaCl 0,15M, pH 7,5), ou HBS (Hepes 20mM, 

25 NaCl 0,15M, pH 7,5) . 

Les deux preparations sont ensuite melangees 

volume a. volume (1/1) • 
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BXEMPLE 4 : SYMTHESE D'UNE COM POSITION DE LA PRESENTS 
INVENTION : COUPLAGE D'UN PEPTIDE CD4 AVEC UN POLYA NION 
~~ Dans cet exemple, un peptide CD4 de l'exemple 1 
est couple avec l'heparane sulfate prepare dans 
l'exemple 2. 

L'heparane sulfate est incube avec un exces 
molaire d' hydrazine ou de carbodihydrazide. Cette etape 
a pour fonction de placer un groupe hydrazine sur 
1-extremite reductrice de 1 • oligosaccharide, lorsque 
celui-ci est prepare par depolymerisation enzymatigue, 
ou sur 1' aldehyde de 1 ' oligosaccharide, lorsque celui- 
ci est prepare par depolymerisation chimique a l'acide 
nitreux. 

Les V carbohydrates du peptide CD4 soluble sont 
oxydes par traitement au periodate de sodium, la 
fonction aldehyde ainsi creee est utilisSe pour le 
couplage de 1 1 oligosaccharide hydrazine. 

L' oligosaccharide, . - general ement en solution 
.1 mM dans un tampon PBS (phosphate de sodium salin) -est 
0 co- incube avec un exces molaire (par exemple jusqu-a" 
100 fois) d« hydrazine ou de carbodihydrazide egalement 
en solution dans PBS. Le melange reactionnel est incube 
a temperature ambiante, puis purifie par dessalage ou 
dialyse contre de l'eau distillee, et finalement seche 
5 par evaporation sous vide ou lyophilisg. 

La molecule de CD4 soluble (sCD4) glycosilee 
(produite dans des cellules de mammiferes ou des 
cellules d'insectes) est reprise dans un tampon 
phosphate 20 mM, pH 6,2 puis traitee par du periodate 
0 de sodium (10 mM) pendant 20 minutes, a 4°C et a 
l'obscurite. Pour eliminer le periodate de sodium, le 
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melange reactionnel est dessale par gel filtration ou 
par dialyse contre le tampon phosphate. 

Le sCD4, dont les glycanes sont ainsi oxydes, est 
co-incube avec un exces molaire d' oligosaccharide 
hydrazine a 4°C, pour former le complexe entre les deux 
molecules. 

Lorsque le CD4 n'est pas glycosile, on precede de 
la maniere decrite par Najjam et al . dans le document 
[17] . 

II est aussi possible d'utiliser tout type 
d'agent pontant se fixant d'une part sur une extremite 
de 1' oligosaccharide et d' autre part sur une partie du 
peptide CD4 non essentielle a sa fonction. L'homme du 
metier n'aura pas de difficulty a mettre en ceuvre ce 
15 procede ou un procede equivalent . 

TEMPLE 5 : MISE EN EVIDEN CE DE L ' AUGMENTATION DE 
L ' AFFINITE DE -<gpl-2 0- POUR L ' HEPARINE- PAR -CD4- 

3 0 unites 'de resonance. .(RU). .d'heparine. bibtihylee 
20 sont immobil-isees a la surface- d'une biopuce ■ 
("sensorchip" Bl fabriquee par la societe Biacore) . 

gpl20 (hxbc2) a 50 nM est incubee pendant 1 heure 
30 min avec des concentrations croissantes de CD4 
soluble a 0, 50, 100, 250 ou 500 nM ; puis injectee sur 
25 la surface d'heparine a 10 ul/rain. 

Les analyses d' interaction gpl20-heparine par 
resonance plasmonique de surface ont ete effectu6es en 

fonction du temps. 

Les courbes de la figure 1 correspondent a 
1- injection de gpl20 a 50 nM et de CD4 respectivement a 
0, 50, 100, 250 ou 500 nM (respectivement pour les 
courbes de bas en haut sur cette figure) . 
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La figure 2 montre la quantite de gpl20/CD4 fixee 
sur l'heparine en fonction de la concentration de CD4 . 

II apparait qu'un rapport molaire de CD4 : gpl20 
d' environ 5:1 produit la reponse maximum. 

Ces resultats montrent que 1' exposition du 
domaine CD4i de la gpl20 augmente fortement 
1 ' interaction de gpl20 avec l'heparine. CD4i represente 
done un nouveau site d« interaction avec l'heparine. 

EXEMPLE 6 : INTERACTION crpl20/48D DE PE NDENTE DE CD4 

1250 RU d'anticorps 48d specif ique de 1» epitope 
CD4i sont immobilisees a la surface d'une biopuce 
C'sensorchip" Bl) comme dans l'exemple 1 ci-dessus. 

La proteine virale gpl20 (hxbc2) a 50 nM est 
incubee pendant lh20 avec des concentrations 
croissantes de CD4 soluble a 0, 50, 100, 250 ou 
500 nM ; puis injectee sur la surface 48d a 10 ul/min. 

Les . ..analyses . d' interaction-.:gp-120rheparine- par , 
resonance- plasmonique de surface, oaf "eteuef-f ectuees ;en- 

fonction du temps. 

Les courbes de la figure 3 correspondent a 
1' injection de gpl20 a 50 nM et de CD4 respect ivement a 
0, 50, 100, 250 ou 500 nM (respect ivement pour les 
courbes de bas en haut sur cette figure) . 

Cet exemple montre que 1 ' interaction gpl20/48d 
depend de CD4, et que 4 8d interagit avec CD4i, le 
domaine de reconnaissance des co-recepteurs . Cet 
anticorps peut done etre utilise comme modele de 
1 ' interaction de gpl20 avec un co-recepteur . 
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TEMPLE 7 : INHIBITION D E L 1 INTERACTION PROTEINS gpl20 

- 48d PAR Ii 1 HEPARINE 

La proteine gpl20 est co-incubee pendant 40 
minutes avec CD4 . Le melange est ensuite divise en 5 
aliquots dans lesquels est ajoutee l'heparine (15 kDa) 
a differentes concentrations. 

Les concentrations finales dans les aliquotes 
sont : gpl20 : 50 nM ; CD4 : 250 nM et heparine : 0, 3, 
6, 12 ou 30 ug/ml respect ivement du haut en bas sur la 
figure 4. Sur la courbe du haut, pas d' heparine, on 
visualise 1' interaction gpl20/CD4, toutes les autres 
courbes sont en presence d' heparine (de 3 a 30p.g/ml 
respect ivement du haut en bas, figure 4) . 

Apres 40 minutes d' incubation, les differents 
melanges sont injectes sur la surface 48d. 

Les analyses d' interaction gpl20 -heparine par 
resonance plasmonique de surface ont ete effectuees en 
fonction du temps. • -• 

,.. Les resultats -6btenus sont " represent es sur 
figure 4. Us" " montrent que l'heparine inhibe" 
1- adsorption du complexe gpl20/CD4 sur la surface 
d-anticorps 48d. L'heparine s ' avere d'ailleurs etre un 
inhibiteur efficace puisque 1 ' inhibition est 
pratiquement complete des la plus faible des 
concentrations testees (3 ug/ml) . 

Ceci montre que l'heparine entre en competition 
avec 48d et se fixe done sur CD4i. 

Get exemple indique que l'activite inhibitrice 
des oligosaccharides (heparine), tels que definis ci- 
dessus, est obtenue en presence de CD4 . 

Ce resultat permet de proposer 1 -utilisation 
d'une molecule hybride composee de CD4 et 
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d- oligosaccharides de type heparine, lies de facon 
covalente, ou d'un melange de ces deux molecules. 

L' interaction directe du domaine CD4i avec un 
polyanion n'a jamais ete decrite dans 1'art anterieur, 
de mime que 1 • inhibition de 1 ' interaction gpl20- 
anticorps 48d par un polyanion. II n'existait pas de 
travaux montrant 1- inhibition possible de gpl20 avec 
les co-r6cepteurs par une molecule de type heparine. 

Kxemole 8 : INHIBITION DE L ■ INTERACTION gpl20-48d PAR 
PES FRAGMENTS OLIGOSAC CHARIDES DE TAILLES DEFINIES 

Les fragments oligosaccharides de tallies 
definies sont obtenus par depolymerisation enzymatique. 

La proteine virale gpl20 est co-incubee pendant 
60 minutes avec CD4 de facon a exposer le domaine CD4i. 
Le melange est reparti en 8 aliquots et des fragments 
d- heparine de taille croissante, comprenant de 1 a 8 
motifs disaccharides.., de base, . soit un degre de 
polymerisation- «ip). de. 2- a -16, sont, ajbutes_ pour -donner 
des concentrations finales de 50 nM- pour gpl20, 250- nM 
pour CD4 et 125 nM pour les fragments d- heparine (la 
masse moleculaire d'un disaccharide est d< environ 
600 Da. 

Les melanges sont ensuite injectes sur la surface 
, 48d (figure 5). Les donnees obtenues permettent de 
representer la quantite de complexes de gpl20/CD4 fixes 
sur 48d en fonction de la taille du fragment d'heparine 
(figure 6) . 

Ces resultats montrent que des oligosaccharides 
D de taille egale ou inferieure a d P 6 (3 disaccharides) 
n-ont pas la capacite de bloquer 1 • interaction du 
complexe gpl20/CD4 avec 48d. 
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En revanche, 1 ' interaction est completement 
inhibee par les fragments dont la taille est superieure 
& dp 10 et mieux encore a dpl2, a la concentration 
testee . 

Ces resultats r6velent par exemple qu'une 
concentration de 125 nM d' heparine ayant un degre de 
polymerisation egal a 16 (dp!6) , soit 0,6^g/ml, en 
presence de CD4 a 250 nM, inhibe 90 a 100% de 
1- interaction de l'anticorps 48d a la gpl20 (50 nM) , ce 
qui confirme 1 • existence d'une interaction directe. De 
meme, des oligosaccharides d'h6parine de type dpl4 a 
dpl8 a 40 nM, inhibent 1 ' interaction du complexe gpl20 
(5 nM)/CD4 (10 nM) avec l'anticorps 17b. 

Ces resultats montrent que 1- heparine, une 
molecule de structure tres voisine des heparanes 
sulfates, interagit egalement avec un deuxieme site de 
fixation sur la gpl20. Ce site nomme CD4i, est un 
Epitope uniquement expose lorsque gpl20 -^iteragit "avec 
-CD4>- -qui - const itue le site ■ de ixatibn' " dfes =co- 
recrepteurs "du VTH . Ces resultats montrent que la 
presence de CD4 qui a pour effet d'exposer le site CD4i 
augmente de facon tres considerable 1 ' interaction 
gpl20-heparine ou gpl2 0-heparane sulfate : ceci n'a 
jamais €t€ decrit par ailleurs et const itue la premiere 
preuve d'une interaction possible entre gpl20 et 
heparine ou heparane sulfate par 1 > intermediate du 
site CD4i. 

Une etude en modelisation moleculaire a montre 
que le site CD4i de la gpl20 est constitue d' acides 
amines basiques. Ces residus basiques sont alignes sur 
la surface de la proteine, et constituent ef f ectivement 
un site d- interaction avec 1' heparine, ou des 
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oligosaccharides derives d'heparine ou d-heparane 
sulfate. 

Les inventeurs proposent done par la presente une 
utilisation therapeutique des composes poly-anioniques 
ciblant ce nouveau site d' interaction. L'approche 
consiste en 1 ' utilisation conjuguee de polyanions et de 
molecules capables d'exposer 1 ' epitope CD4i, en co- 
administration ou sous la forme d'une molecule hybride. 
Ce type de molecule bloque simultanement tous les 
domaines d' interaction de la gpl20 avec les cellules 
notes . 

Exemnle 9 : Protocole E°2£E 11 activation 

d' oligosaccharides en vu e de leur couplage avec une 
proteine 

Le protocole repose sur la reaction d'un groupe 
aldehyde (sur 1' oligosaccharide) avec un groupe amine 
ou. hydrazide ..sur = la. proteine-.. 

Lorsque les oligosaccharides, sont obtenus par 
0 depolymerisation- chimique de I'-heparine (par I'acide 
nitreux), la fonction aldehyde est creee au site de 
coupure, et 1 ' oligosaccharide est pret pour le 
couplage . 

Lorsque les oligosaccharides sont obtenus par 
5 depolymerisation enzymatique, on peut proceder de la 

facon suivante : 

Les oligosaccharides, a une concentration 
d' environ 10 mM sont incubes dans une solution 
saturante de bicarbonate d' ammonium, pendant 96 heures. 
to Le melange react ionnel est ensuite purifie sur une 
colonna de gel filtration, equilibree avec du 
bicarbonate d' ammonium a 10 mM, puis 1' echantillon est 
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lyophilise a plusieurs reprises afin d'eliminer le 
bicarbonate d' ammonium residuel. Cette etape a pour but 
de crier une glycosylamine a l'extremite reductrice de 
1' oligosaccharide. 

De facon alternative, on peut aussi incuber 
1' oligosaccharide (10 mM) avec 0,25 M d'adipate 
dihydrazide, en presence de cyanoborohydrate de sodium 
(NaBH 3 CN, 1 M) a pH 5, pendant 96 heures . Le melange 
reactionnel est ensuite purifie sur une colonne de gel 
filtration, eguilibree dans l'eau distillee, puis seche 
par lyophilisation. Cette etape a pour but d' introduire 
une fonction hydrazide a l'extremite reductrice de 
1 ' oligosaccharide . 

Les oligosaccharides, prepares selon les deux 
methodes ci-dessus sont ensuite incubes avec 0,5 M de 
diglutaraldehyde, a pH 5 pendant 4 heures, puis" -avec 
0,1 M de NaBH 3 CN pendant 30 minutes. Le melange 
reactionnel est .ensuite • purifie sur une. .colonne de gel. 
filtration, equilibree .dans:, l'eau distillee, .puis seche 
par lyophilisation. Cette etape a pour but de placer 
une fonction aldehyde a l'extremite reductrice des 
oligosaccharides . 

Exemple 10 : D6monstration d e l'activite inhibitrice 
des oligosaccharides sur 1' interaction de la gp!20 avec 
le co-recepteur (CXCR4) du virus 

Des cellules CHO (mutant 2241, deficient dans 
1' expression des glycosaminoglycanes, il ne fabrique 
pas d'heparane sulfate) transferees avec le gene de 
CXCR4 sont pre-incubees avec : de la gpl20 (20ug/ml) , 
avec ou sans heparine, ou des complexes gpl20/CD4 
(20ug/ml pour chacune des proteines) , ou des complexes 
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gpl20/CD4 prealablement incubees avec de l'heparine de 
6 kDa (lOug/ml) ou un dodecasaccharide d'heparine 
(lOug/ml) - 

La gpl20 fixee. a la surface des cellules est 
detectee en utilisant un anticorps anti-gpl20 coupl6 a 
un anticorps secondaire marque au FITC, puis analysee 
en FACS. 

Les resultats represent es sur la figure 12 
annexee montrent les pourcentages d' interaction 
gpl20/CXCR4. Le contr61e negatif (0%) correspond a la 
fixation non specif ique de gpl20 sur les cellules 
(gpl20 seule ou en presence d'heparine (1) . Le contrSle 
posit if (100%) est observe pour les complexes 
gpl20/CD4 (2), et correspond a la liaison de gpl20 au 
corecepteur CXCR4 , induit par CD4 . L'heparine (3) et le 
dodecasaccharide (4) reduisent tous deux 1' interaction 
de maniere importante (8,5 et 4,1% 7 respectivement , 
.soit 91,5 et 95,9% d' inhibition) . 

L'heparine utilisee inhibe bien -1 '-interaction, de 

- gpl20 avec le -^corecepteur . 
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REVENDICATIONS 

1. 



Composition caracterisee en ce qu'elle 
comprend un polyanion et une molecule capable d' induire 
1' exposition de 1' epitope. CD4i de la proteine virale 
gpl20 choisie parmi un peptide CD4 ou un derive de ce 
peptide, ou encore un anticorps monoclonal se fixant 
sur la proteine virale gpl20 et capable d'activer 
ladite proteine g P 120 de facon equivalente au peptide 



10 CD4 . 

2 . 



Composition selon la revendication 1, dans 
laquelle le polyanion est choisi dans le groupe 
constitue de l'heparine, de l'heparane sulfate, et d'un 
15 polyanion equivalent a l'heparine ou a l'heparane 
sulfate. 

3. Composition selon la revendication 2, dans 
laquelle 1 ' heparine ,, .. 1 '. heparane sulfate ou le polyanion 

20 equivalent a l'heparine ou a l'heparane sulfate a un 
degre de polymerisation dp de 10 a 24. 

4. Composition selon la revendication 2, dans 
laquelle l'heparine, l'heparane sulfate ou le polyanion 

25 equivalent a l'heparine ou a l'heparane sulfate a un 
degre de polymerisation dp de 12 a 20. 

5. composition selon la revendication 2, dans 
laquelle l'heparine, l'heparane sulfate ou le polyanion 

30 equivalent a l'heparine ou a l'heparane sulfate a un 
degre de polymerisation dp de 15 a 17. 
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6. Composition selon la revendication 1, dans 
laquelle le peptide CD4 est de sequence (I) suivante : 

Cys ou TPA - P 1 - Cys - P 2 - Cys - P 3 - Cys - Ala ou 
Gin - Gly ou (D)Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn - 
Xaa J - Cys - Thr ou Ala - Cys- Xaa k - NH 2 

dans laquelle TPA represente l'acide 
thiopropionique, Xaa J represente la P-napthyl alanine,^ 
la phenylalanine ou la bi -phenylalanine, Xaa k 
represente Gly, Val ou lieu, P 1 represente 3 a 6 acides 
amines, P 2 represente 2 a 4 acides amines et P 3 
represente 6 a 10 acides amines, les acides amines dans 
P 1 , P 2 et P 3 etant naturels ou non naturels, identiques 
ou diffSrents et P 1 , P 2 et P 3 ayant ou non une sequence 
commune, ledit peptide presentant une conformation en 
epingle a cheveux p dont le coude P est forme par les 
re-sidus acides amines Ala ou Gin - Gly" "ou DAsp ou 
Ser-Ser ou His ou Ash- Xaa j de sa sequence (A) . 

7. composition selon la revendication 1, dans 
laquelle le peptide CD4 est choisi parmi les sequences 
IDn°l a IDn°18 de la liste de sequences annexee. 

8. Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, dans laquelle le polyanion et la 
molecule capable d'induire 1' exposition de 1' epitope 
CD4i de la proteine virale gpl20 sont melanges dans 
ladite composition. 
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9. Composition selon la revendication 8, dans 
laquelle le polyanion et la molecule capable d' induire 
-1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
gpl20 sont melanges dans ladite composition en des 
5 proportions de 1 a 10 mole(s) de polyanion pour 0,5 a 
1,5 mole de molecule capable d' induire 1' exposition de 
1' Epitope CD4i de la proteine virale gpl20. 

10. Composition selon la revendication 7, dans 
10 laquelle le polyanion et la molecule capable d' induire 

1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
gpl2 0 sont melanges dans ladite composition en des 
proportions de 5 moles de polyanion pour 1 mole de 
molecule capable d' induire 1' exposition de 1' epitope 
15 CD4i de la proteine virale gpl20. 

11. Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 H. 7,, dans : laquelle le polyanion et la 

. .. molecule capable, d' induire 1' exposition de 1' epitope 
20 CD4i de la proteine virale- gpl20 sont lies entre eux 
dans ladite composition. 

12. Composition selon la revendication 11, dans 
laquelle le polyanion et la molecule capable d' induire 

25 1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
gpl20 sont lies entre eux au niveau d'une des 
extremites du polyanion. 

13. Composition selon la revendication 11, dans 
30 laquelle le polyanion et la molecule capable d' induire 

1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
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gpl20 sont lies entre eux au moyen d'un bras espaceur 
de type polyethylene glycol. 

14. ProcSde de fabrication d'une composition 
5 selon la revendication 8, comprenant les Stapes 
suivantes : 

preparation du polyanion, 

- preparation de la molecule capable 
d'induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine 

10 virale gpl20, 

- melange du polyanion et de la molecule 

capable d'induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la 
proteine virale gpl20 prepares de maniere a obtenir 
ladite composition. 

15. Procede de fabrication d'une composition 
selon la revendication 11, comprenant les etapes 

suivantes : "r-. .:. " 

preparation du,. polyanion., . . - •- 

preparation * de la molecule- capable 
d'induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la proteine 

virale gpl20, 

- liaison du polyanion et de la molecule 
capable d'induire 1' exposition de 1' epitope CD4i de la 
proteine virale gpl20 prepares de maniere a obtenir 
ladite composition. 

16. Procede de fabrication selon la revendication 
14 ou 15, dans leguel le polyanion est prepare par 
depolymerisation partielle d'heparine ou d'heparane 
sulfate par une methode enzymatigue ou chimigue. 
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17. Procede de fabrication selon la revendication 
14 ou 15, dans lequel la molecule capable d'induire 
l'exposition de 1' epitope CD4i de la proteine virale 
gpl20 etant un peptide, celui-ci est prepare, par 

5 synthese chimique en phase solide ou par recombinaison 
genet i que . 

18. Utilisation d'une composition selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 7 pour la preparation 

10 d'un medicament. 

19. Utilisation d'une composition selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 7 pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement du sida. 

15 



20 
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LI STB DE SEQUENCES 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOM I QUE 
CNRS 

<120> COMPOSITION ANTI-VIH, PROCEDE DE FABRICATION ET 
MEDICAMENT 

<130> B13987.3 EE 

<140> FR n° 02 04926 
<141> 2002-04-19 

<160> 18 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Sequence Gln33 a Pro48 du CD4 humam 

Gln°ile Lys He Leu Gly Asn Gin Gly Ser Phe Leu Thr Lys Gly Pro 
15 10 15 



<210> 2 
<211> 31 
<212> PRT 
<213> scorpion 

<400> 2 r 
Ala Phe Cys Asn Leu Arg Met Cys Gin Leu Ser Cys Arg Ser Leu Gly 
15 10 15 

Leu Leu Gly Lys Cys He Gly Asp Lys Cys Glu Cys Val Lys His 
20 25 30 



<210> 3 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> . 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 

issue de la scyllatoxine 

cts°Asn Leu Ala Arg Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser. Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Gly Pro 
20 . 25 



<210> 4 



1 
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<211> 28 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 
<400> 4 

Xaa Asn Leu Ala Arg Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Gly Pro 
20 25 



<210> 5 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220 > 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi -phenyl alanine ou naphtyl alanine 

Xaa°Asn Leu His Phe Cys Val Gin Arg Cys His Ser Leu Gly Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 6 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 
<400> 6 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu 
1 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Val 
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20 25 



<210> 7 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

< 220 > ... 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 

issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys on acide thiopropionique 
<400> 7 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Ser Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 8 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 

<400> 8 _ _. 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly His Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 9 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 



<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 



<400> 9 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Asn Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 
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<210> 10 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> . 
<223> Description de la sequence artificielle: sequence 

issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi -phenylalanine ou naphtyl alanine 

Xaa°Asn°Leu Gin Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 • 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 11 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> _ . 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa - Cys ou acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi -phenylalanine ou naphtyl alanine 

Xa^As^Leu His Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Gin Gly Ser Xaa Cys Thr Cys Val 
20 25 



<210> 12 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 
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<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropiomque 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi -phenylalanine ou naphtyl alanine 

Xaa°Asn 2 Leu Ala Arg Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
! 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 13 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropiomque 
<220> 

<221> MODJRES 
<222> (23) 

<223> bi -phenylalanine ou naphtyl alanine 



Xaa Asn Leu His Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 



Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 14 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi -phenylalanine ou naphtyl alanine 
<400> 14 

Xaa Asn Leu His Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly 
1 5 10 



5 



•4 



WO 03/089000 PCT/FR03/01234 



Gly Lys Cys Ala Xaa Ser Xaa Cys Ala Cys He 
20 25 



<210> 15 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<22 0 > 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropiomque 

Xaa°Ln 5 L eu His Phe Cys Val Gin Arg Cys His Ser Leu Gly Lys Leu 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 16 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<22 0 > 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<223> Xaa = Cys ou acide thiopropion^que 

Xaa°Asn 6 Leu His Phe Cys Val Gin Arg Cys His Ser Leu Gly Leu Lys 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 17 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

cS°Asn 7 Leu Ala Arg Cys Gin Leu Ser Cys Lys Ser Leu Gly Leu Lys 



i 



5 10 



Gly Gly Cys Gin Gly Ser Phe Cys Thr Cys Gly 
20 25 



6 



WO 03/089000 — PCT/FR03/01234 



<210> 18 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la charybdotoxine 

Vai°Ser 8 Cys Thr Thr Ser Lys Glu Cys Trp Ser Val Cys Gin Arg Leu 
1 5 10 15 

His Asn Thr Ser Lys Gly Gly Cys Gin Gly Ser Phe Cys Thr Cys Gly 
20 25 30 

Pro 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d une rechercn e 
(suite du point 1 de la premiere feuille) ^ 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications rfont pas fait I'objet cfune recherche pour les motifs sulvants: 
1 " ^ se S ra^rtent a run ol^et a I'egard duquel I'adminlstration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savolr: 



2 PH Les revendications n 05 ^ 6 et 8 " 19 toUS partl e1 1 ement 

' 1 — 1 se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative pulsse etre effectuee, en particulier: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3 I ' Les revendications n^ 

' 1 — 1 sent des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxleme et de la 
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3 I I Comme une parte seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

* I I rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesqueltea les taxes ont ete payees, a savolr 

les revendications n 05 



4 I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
I — I de recherche Internationale ne porte que sur ^invention mentlonnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 03 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan t. 

| | Le paiement des taxes addtionnelles n'eteit assorti cf aucune reserve. 
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Revendi cations nos.: 1-6 et 8-19 tous partiel lement 



Les revendications 1-6, 8-19 presentes ont trait a une tres grande 
variete derives de peptides CD4. En fait, les revendications contiennent 
tant de variables possibles et de conditions que le manque de clarte au 
sens de T Article 6 PCT qui s'en suit, est d'une importance telle qu'une 
recherche significative de tout l'objet des revendications devient 
impossible. Par consequent, la recherche a ete effectuee pour les parties 
de la demande qui apparaissent etre claires et concises), c'est a dire 
les derives definis par les sequences Seq. Id. No. 1 a 18. 

L' attention du deposant est attlree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Vobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modi flees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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5834429 A 


10-11-1998 


US 


5529983 A 


25-06-1996 


US 


5863718 A 


26-01-1999 


US 


5276016 A 


04-01-1994 


US 


6242564 Bl 


05-06-2001 


ZA 


8703873 A 


27-07-1988 


FR 


2819809 Al 


26-07-2002 


CA 


2435097 Al 


01-08-2002 


WO 


02059146 A2 


01-08-2002 



EP 0249390 



16-12-1987 



WO 02059146 



01-08-2002 
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